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= (54) Title . MAGNETIC NANOPARTICLES HAVING BIOCHEMICAL ACTTVTTY, METHOD FOR THE PRODUCTION 
== THEREOF AND THEIR USE 

S (54) Bezeichnung: MAGNETISCHE NANOTEILCHEN MTT BIOCHEM1SCHER WIRKSAMKEIT UND VERFAHREN ZU IH- 
= RER HERSTELLUNG SOWIE 1HRE VERWENDUNG 

S (51) Abstract- The invention relates to magnetic nanopanicles, to the production thereof and to their use. The aim of the invention 
— is to prepare nanoparticles which, also in the intracellular area of cells, can specifically bond to intracellular biomacromolecu es 
= s0 (ha, a separation is made possible by the action of an external magnetic field. This is achieved by using magnetic nanoparticles 
= which have a biochemical activity and which are comprised of a magnetic nuclear particle and of a shell layer that is fixed to the 
nuclear particle. The nanoparticles contain a compound of general formula M - S - L - Z(I), wberehy the binding sites between S and 
L and L and Z have covalentiy bound functional groups. M represents the magnetic nuclear particle, S represents a biocompatible 
substrate fixed to M, L represents a linker grouping, and Z represents a grouping, which is comprised of nucleic acids, peptides or 
21 proteins or of their derivatives, and which has at least one structure that is specifically capable of binding with a binding domain of 
an intracellular biomacromolecule. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf magnetische Nanoteilchen, ihre Herstellung sowie auf ihre Verwendung. 
Auf oabe der Eifindung ist die Bereitstellung von Nanoteilchen, die spezifisch auch im intrazellularen Bereich von Zellen Bindungen 
an intrazellulare Biomakromolekule eingeben konnen, so daft durch Einwirkung eines auCeren Magnetfeldes eine Separation mog- 
hch wird Die Losung erfolgt durch magnetische Nanoteilchen mit biochemischer Wirksamkeit, bestehend aus emern magnetischen 
Kemteilchen und einer am Kemteilchen fixienen Hiillschicht, enthaltend eine Verbindung der allgememen Formel M - S - L - Z W, 
wobei die Verkniipfungsstellen zwischen S und L und L und Z kovalent gebundene funkuonelle Gruppen aufiveisen und wobe. M 
das magnetische Kemteilchen, SeinanM fixienes, biokompatibles Suhsuat, L eine Linker-Gruppierung ist und Zeme Grup P ,enmg 
bestehend aus Nukleinsauren, Peptiden oder Proteinen oder deren Derivate, die mindestens eine Struktur aufweist, die spezifisch m.t 
einer Bindungsdomane eines intrazellularen Biomakromolekuls zur Bindung befahigt ist, ist. 
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Magnetische Nanoteilchen mit biochemischer 
Wirksamkeit und Verfahren zu ihrer Herstellung 
sowie ihre Verwendung 


15 


Beschreibung 


20 


Die Erfindung bezieht sich auf magnetische 
Nanoteilchen, ihre Herstellung sowie auf ihre 
Verwendung gemaS den Oberbegrif f en der Anspruche 1, 9, 
13, 17, 18, 19, 21 und 23 bis 25. 

Krebserkrankungen gehoren zu den haufigsten 
25 Todesursachen. Immer mehr Menschen sterben insbesondere 

an Lungen-, Brust- und Prostatakrebs . Die Bekampfung 
von Krebserkrankungen gehort darum gegenwartig zu den 
vorrangigen Zielen der Medizin. 

Zu den ublichen Behandlungsmethoden der Bekampfung von 
30 metastasierenden Tumoren gehort neben der operativen 

Entf ernung bef allener Organe die Chemotherapie mit 
ihrem bekannten Nebenwirkungsprof il , da die Medikamente 
inf olge ihrer unspezif ischen Wirkung auch gesunde 
Zellen schadigen und zwar an den dafur empf anglichen 
35 Stellen des gesamten Korpers. 

Neue Therapieansatze nutzen u. a. Immunreaktionen, 
indem einmal die korpereigenen Abwehrkrafte durch 
Botenstoffe oder Zytokine aktiviert werden und zum 
anderen EiweiSmolekule und/oder monoklonale Antikorper 
40 die Tumorzellen vernichten. 
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Neuentwicklungen auf dem Gebiet der Tumorzellseparation 
benutzen bereits Teilchen mit magnet ischem Kern, die 
mit , biologisch aktiven Hullsubstanzen modifiziert sind. 
Sogenanntes "drug targeting" mit an magnetische 
Mikrospharen gekoppelten Substanzen wie Doxorubicin 
oder anderen Zytostatika bef inden sich in der 
Ent wi cklung . 

Die auch bekannten "Microbeads " und "Dynabeads" werden 
schon fur diagnostische Verfahren genutzt, indem die 
magnetischen Mikrospharen infolge biologischer 
Wechselwirkung an die Zellmembran maligner Zellen 
adsorbiert und anschlieEend magnetisch separiert 
werden. Da die Oberf lachenstruktur der Zellmembran im 
allgemeinen unspezifisch ist, liegen die 

Separationsraten allerdings bei weniger als 80%. Das 
hat zur Folge, daS die Gefahr besteht, dafi viele 
Krebs zellen nicht separiert worden sind. Diese konnen 
weiterhin Metastasen bilden. 

Die Separation zum Zwecke der Diagnose erfolgt dab>ei 
ausschlieElich extrakorporal, d.h. die Flussigkeit mit 
den zu separierenden Zellen wird in einem geeigneten 
Gefafi auSerhalb des menschlichen Korpers behandelt. 
Nach der Separation kann die nun gereinigte Flussigkeit 
wieder dem menschlichen Korper zugefuhrt werden. 
Aufgrund der unvollstandigen Abtrennung der malignen 
Zellen ist zu erwarten, dafi dieses Verfahren nach 
einiger Zeit wiederholt werden muS. Da aber das 
Verfahren ohnehin kranke Personen sehr stark belastet, 
ist eine wiederholte Behandlung nur sehr begrenzt 
moglich. 

In der DE 41 16 093 Al ist ein Verfahren zur Gewinnung 
magnetischer Trager durch kontrollierte Modif izierung 
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der Oberflache von magnet ischen Teilchen beschrieben. 
Nach diesem Verfahren werden magnet ische Teilchen 
beschrieben, die auch magnetische Flussigkeiten zu 
bilden in der Lage sind # die dadurch gekennzeichnet 
sind, daS sie Heteropolyanionen und gesattigte oder 
ungesattigte oberf lachenaktive Mittel tragen. Diese 
Oberf lachenmodif izierung soil ermog lichen, da£ 
biologisch aktive Molekule, unter anderem Antikorper, 
an die Oberflache der Teilchen gebunden werden konnen. 
Die biologisch aktiven Molekule werden hier uber Thio- 
Brucken an Polythiole gebunden. Unter anderem werden 
hier als Linker- Substanzen Dicarbonsauren und Hydroscy- 
carbonsauren sowie Dimerkaptobersteinsaure eingesetzt . 
Diese Verbindungen sind in der Lage, aufgrund einer 
Eisen-komplexierenden Gruppe an das magnetische 
Teilchen zu binden. 


Es hat sich gezeigt, daE diese magnetischen Teilchen, 
die auf der Oberflache biologisch aktive . Molekule 
enthalten, nicht geeignet sind, in intrazellulare Raume 
25 einzudringen und dort mit Biomakromolekulen zu koppeln, 

da sie keine ausreichende Biokompatibiltat besitzen. 

In der DE 196 24 426 Al sind magnetische Flussigkeiten 
fur den Transport von diagnostisch oder therapeutisch 

30 wirksamen Substanzen beschrieben. Die magnetischen 

Kernteilchen werden mit Polymeren umhullt, die reaktive 
Gruppen aufweisen, die zur kovalenten Bindung oder zum 
Ionenaustausch befahigt sind- An diese durchaus 
biokompatible Hulle, die unter anderem aus Dextran 

35 bestehen kann, konnen neue oder zusatzliche 

funktionelle Gruppen aufgebracht oder aktiviert werden, 
z. B. Bersteinsaureanhydrid oder Chloressigsaure , an 
die dann die diagnostisch oder therapeutisch wirksamen 
Substanzen entweder uber eine heteropolare oder eine 
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kovalente Bindung fixiert werden. Das an das 
Magnetteilchen auf die beschriebene Weise gebundene 
Pharmakon soil intravenos verabreichbar sein und 
mittels .eines magnetischen Hochgradientenf eldes im 
Bereich eines Zielgebietes wie z. B. eines Tumores oder 
einer entzundlichen Gewebsregion fixiert werden und 
dort seine diagnostischen und therapeutischen Wirkungen 
entfalten. Um diesen Transport im Magnetfeld zu 
ermoglichen, ist hier eine hohe intravasale 
Verfugbarkeit der Magnetteilchen erf orderlich, deren 
Partikelgrofce mit 200-500 nm angegeben werden. Schon 
aufgrund der GroEe der Teilchen ist auch hier ein 
Eindringen der Teilchen in intrazellulare Raume nlcht 
moglich. Auch eine spezifische Bindung an intrazellu- 
lare Biomakromolekule ist mit diesen Teilchen n±cht 
dur chf uhrbar . 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung von 
Nanoteilchen, die spezifisch auch im intrazellularen 
Bereich von Zellen Bindungen an intrazellulare 
Biomakromolekule eingehen konnen, so dalS d*urch 
Einwirkung eines auSeren Magnetfeldes eine Separation 
moglich wird. 

Die Losung der Aufgabe erfolgt erf indungsgemaS mit den 
kennzeichnenden Teilen der Anspruche 1, 9, 13, 17, 18, 
13, 21 und 23 bis 25. 

Die erf indungsgemaEen magnetischen Nanoteilchen sind 
vorteilhaf terweise in der Lage durch die Zellmembranen 
in intrazellulare Raume einzudringen und dort mit 
intrazellularen Biomakromolekulen zu interagieren . 

Die magnetischen . Nanoteilchen bestehen aus ferri- oder 
ferromagnetischem Material und weisen biologisch aJttive 
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und/oder therapeutisch wirksame Hullschichten auf . Sie 
sind in der Lage, zum einen die Zellmembran der Zellen 
zu > durchdringen und zum anderen im intrazellularen 
Bereich von malignen Zellen mit hoher. Spezifitat an dem 
dort befindlichen Targets anzudocken. 

Die Grofie der erf indungsgemaSen Nanoteilchen betragt in 
der Regel 2 bis 100 nm. Die Nanoteilchen haben 
hinsichtlich des Vermogens der Durchdringung der 
Zellmembran und ihrer besseren Korpervertraglichkeit 
hervorragende Eigenschaf ten . Obwohl sie wegen des 
kleinen Volumens ein relativ geringes magnetisches 
Moment besitzen, fuhrt die intrazellulare 

Teilchenagglomeration aufgrund der Bindung an die 
intrazellularen zielbiomakromolekule zu einer 

Konzentrationssteigerung mit Erhohung des magnetischen 
Momentes der abzutrennenden malignen Zellen, was die 
magnetische Separation begunstigt. 

Typi.sche Kernmaterialien der erf indungsgemaSen 
Nanoteilchen sind Ferrite der allgemeinen 

Zusammensetzung MeO x Fe 2 0 3 , wobei Me ein zweiwertiges 
Metall, wie Co, Mn oder Fe ist . Weitere geeignet-e 
Materialien sind y-Fe 2 0 3 , Reinmetalle Co, Fe, Ni und 
Metallverbindungen, wie Carbide und Nitride. 
Da das magnetische Moment von Cobalt und Eisen bis zu 
vierfach hoher als das der Ferrite ist, sind diese 
Stoffe bei gleicher TeilchengroSe und gleichen 
Magnet feldern effektiver abzutrennen. Allerdings ist zu 
berucksichtigen, daE die biologische Vertraglicbkeit 
dieser Materialien geringer ist. Das kann ein Vorteil 
sein, wenn dadurch eine zusat.zliche Schadigung von 
beispielsweise malignen Zellen erf olgt . Andererseits 
ist die Expositionszeit und Konzentrat ion dieser Stoffe 
in gesunden Zellen zu begrenzen. 
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Das Zusammenspiel von biochemischen, medizinischen und 
physikalischen Eigenschaf ten erfordert die Herstellung 
von maSgeschneiderten magnetischen Kernmaterialien und 
Hullschichten. 

Erf indungsgemaS ermoglichen die magnetischen 

Nanoteilchen gemajS Anspruch 1 ein Durchdringen der 
Zellmernbranen und das Interagieren der magnetischen 
Nanoteilchen mit intrazellularen Zielbiomakromolekulen. 
Dazu ist es erf orderlich, die magnetischen Nanoteilchen 
homogen in Korperf lussigkeiten zu verteilen, denn 
aggregierte Nanoteilchen sind nicht in der Lage, die 
Zellmembran zu durchdringen. Das setzt unter anderem 
eine genugend dicke Hullschicht, die wenigstens in der 
Grofienordnung des Radius der Kerne sein mufi, und eine 
gute Biokompatibilitat der Bestandteile der Hullschicht 
voraus . Ladungstrager im Hullmaterial , also ein hoheres 
Zetapotential , konnen die Dispergierf ahigkeit in der 
Korperf lussigkeit zusatzlich gunstig beeinf lussen. 
Eine besonders gunstige Applikat ions form der 
magnetischen Nanoteilchen ist eine Dispersion gemafi 
Anspruch 9 . 

Eine homogene Verteilung der erf indungsgemaEen 
magnetischen Nanoteilchen kann durch Einstellung einer 
geringen Konzentration der Nanoteilchen-Dispersionen 
begunstigt werden. Hohere Konzentrationen entstehen 
dann allerdings im Innenraum der Zelle, wenn die 
Nanoteilchen durch spezifische Adsorption an 
Zielbiomakromolekule im intrazellularen Bereich von 
Zellen konzentriert werden. Im Inneren der Zelle ist 
eine Teilchenagglomeration von Vorteil. Die 
Konzentrationssteigerung an magnetischen Nanoteilchen 
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5 erhoht das magnetische Moment in der zu separierenden 

Zelle. 

Die Bildung der magnetischen Kernteilchen findet 
entweder in der wafirigen oder organischen Phase uber 

10 K eimbildungs-/Kristallwachstumsprozesse statt. Die 

Hers tel lung in der waSrigen Phase uber chemische 
Fallungsmethoden hat mehrere Vorteile, zum einen bilden 
sich in einer ersten Stufe die unmodif izierten 
magnetischen Teilchen, diese konnen uber pH- 

15 Einstellungen sowohl positive als auch negative 

Ladungsvorzeichen erhalten. Erst in einer zweiten Stufe 
werden die Hullmolekule adsorbiert . Die 

Adsorptionseffektivitat richtet sich nach dem 
Ladungsvorzeichen an der Oberflache der magnetischen 

20 Kernteilchen. Es gilt die Regel, da£ Hullmolekule mit 

negativ geladenen Molekul teilchen bevorzugt an 
Kernoberflachen mit positivem Ladungsvorzeichen 
adsorbieren. Dabei erfolgt meist eine ionische 
chemische Reaktion, wie z.B. zwischen 

25 carboxylverbindungen und Aminoverbindungen. Diese hat 

den Vorteil, daS die adsorbierten Hullmolekule einmal 
vollstandig die Kernoberf lache bedecken und zum anderen 
fest auf dieser verankert sind. 


30 


35 


Oft reicht eine koordinative Bindung des biokompatiblen 
Substrates S fur eine feste Verankerung aus, wie das 
fur Polysaccharide bekannt ist. 

Die Herstellung von f erromagnetischen Metallkern- 
teilchen erfolgt iiberwiegend durch Thermolyse der 
Metallcarbonyle in der organischen Phase. Dabei werden 
in der organischen Phase losliche Tenside oder Polymere 
zugesetzt, die zur Stabilisierung dienen. In der ersten 
Reaktionsstufe werden dadurch Kernteilchen, die in der 
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organischen Phase homogen verteilt sind, gebildet . In 
einem zweiten Reaktionsschritt erfolgt die Uberf uhr"ung 
der Kernteilchen in eine waErige Tragerf lussigkeit . 
Enthalt die Hullschicht modifizierte Aminosauren, so 
erfolgt die Uberfuhrung der Kernteilchen nach 
weitgehender Entfernung des organischen Losungsmittels 
durch Zusatz von alkalischer waEriger Trager- 
f lussigkeit. Die Hullschicht wird in das wasserlosliche 
Salz der Aminosaure uberfuhrt, die die Dispergieirung 
der magnetischen Kernteilchen bewirkt . AnschlieSend 
konnen uber weitere Reaktionen die magnetischen 
Nanoteilchen- hergestellt werden. 

Erf indungsgemaS enthalten die magnetischen Nanoteilchen 
eine Verbindung der allgemeinen Formel M — S — L - 2 
(I) , wobei die Verknupf ungsstellen zwischen S und L und 
L und Z kovalent gebundene funktionelle Gruppen 
aufweisen und wobei 

M das magnetisches Kernteilchen, 

S ein an M fixiertes, biokompatibles Substrat, 

Ij eine Linker-Gruppierung ist und 

Z eine Gruppierung, bestehend aus Nukleinsauren, 
Peptiden oder Proteinen oder deren Derivate, die 
mindestens eine Struktur aufweist, die spezifisch mit 
einer Bindungsdomane eines intrazellularen Biomakro- 
molekuls zur Bindung befahigt ist, ist. 

Die magnetischen Kernteilchen bestehen aus Magnet it, 
Maghemit, Ferriten der allgemeinen Formel MeO x Fe 2 0 3 , 
wobei Me ein zweiwertiges Metall, wie Cobalt, Mangan, 
Eisen ist, oder aus Cobalt, Eisen, Nickel, Eisencarbid 
oder Eisennitrid. Die GroEe der Kernteilchen betragt in 
einer Weiterbildung der Erfindung 2-100 nm. 


WO 01/19405 


PCT/EP00/O9O04 


5 Das Substrat S wird in einer Ausfuhrung der Erfindung 

durch die Verbindungen wie Poly- bzw. Oligosaccharide 
oder, deren Derivate wie Dextran, Carboxymethyl-Dextran, 
Starke, Dialdehyd- Starke, Chi tin, Alginate, Zellulose, 
Carboxymethyl- Zellulose, Proteine oder deren Derivate 

10 wie Albumine, Peptide, synthetische Polymere wie 

Polyethylenglykole, Polyvinylpyrrolidon, Poly- 

ethylenimin, Polymethacrylate, bif unktionelle 

Carbonsauren und deren Derivate wie die Merkapto- 
bernsteinsaure oder Hydroxycarbonsauren gebildet . 


15 


20 


25 


30 


35 


In einer weiteren Ausfuhrung der Erfindung wird die 
Linker -Gruppierung L durch Umsetzung einer Verbindung 
wie Poly- und Dicarbonsauren, Polyhydroxycarbonsauren , 
Diamine, Atninosauren, Peptide, Proteine, Lipide, 
Lipoproteine, Glykoproteine, Lektine, Oligosaccharide, 
Polysaccharide, Oligonukleotide und deren alkylierte 
Derivate und Nukleinsauren (DNA, RNA, PNA) und deren 
alkylierte Derivate, entweder einzelstrangig oder 
doppelstrangig vorliegend, die mindestens zwei gleiche 
oder ' unterschiedliche f unktionelle Gruppen entha.lt, 
gebildet . 

In einer "weiteren Ausf uhrungsvariante der Erfindung 
sind beispielhaft die f unktionellen Gruppen vorgesehen, 
die als Verknupf ungsgruppierungen fur das Substrat S, 
fur die Linker-Gruppierung L und die Gruppierung Z 
erfindungsgemaS eingesetzt werden konnen. Wesentlich 
ist, daS die Verbindung (I) durch kovalente Bindungen 
gekennzeichnet ist. 

Die biochemisch wirksame Verbindung der allgemeinen 
Formel S - L — Z (II) eignet sich hervorragend zur 
Herstellung der erf indungsgemaSen magnetischen 
Nanoteilchen. 
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Die Herstellung der magnetischen Nanoteilchen erfolgt 
stufenweise. Die magnetischen Kernteilchen werden auf 
an sich bekannte Weise hergestellt und in einer 
bevorzugten Variante unxnittelbar mit der biochemisch 
wirksamen Verbindung (II) umgesetzt. 

In einer weiteren Ausfuhrung der Erfindung werden die 
erfindungsgemaSen magnetischen Kernteilchen nach 
folgendem Verfahren hergestellt: 

a. Herstellung der magnetischen Kernteilchen auf an 
sich bekannte Weise, 

b. Urnsetzen der magnetischen Kernteilchen mit dem 
biokompatiblen Substrat S und 

c. Urnsetzen der entstandenen Verbindung M - S mit 
einer Verbindung L - Z, 

wobei 

zur Herstellung von L - 2 eine Verbindung wie Poly- und 
Dicarbonsauren, Polyhydr oxy carbons aur en, Diamine, 

Aminosauren, Peptide, Proteine, Lipide, Lipoproteine , 
Glykoproteine, Lektine, Oligosaccharide, Poly- 

saccharide, Oligonukleotide und deren alkylierte 
Derivate und Nukleinsauren (DNA, RNA, PNA) und deren 
alkylierte Derivate, entweder einzelstrangig oder 
doppelstrangig vorliegend, die mindestens zwei gleiche 
oder unterschiedliche funktionelle Gruppen enthalt, mit 
Nukleinsauren, Peptiden und/oder Proteinen bzw. deren 
Derivate, die mindestens eine funktionelle Gruppe 
aufweisen und die mindestens eine Struktur enthalten, 
die spezifisch mit einer Bindungsdomane eines 
intrazellularen Biomakromolekuls zur Bindung befahigt 
ist, umgesetzt werden. 

Zur Herstellung der biochemisch wirksamen Verbindung 
(II) wird so verfahren, daS erst die Verbindung L - Z 
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5 hergestellt wird und anschlieSend L - Z mit dem 

Substrat S umgesetzt wird. 

Die erf indungsgemaSen Nanoteilchen lassen sich zur 
Separation von Zellen, zur Separation von malignen 

10 Zellen und zur Separation von intrazellularen 

Biomakromolekulen verwenden. Als Angrif f spunkte fur 
eine Interaktion mit intrazellularen Biomakromolekulen 
sollen- insbesondere auch die Fusionsregionen von 
Chromosomen als molekulare Marker dienen. Das konnen 

15 z. B- erkrankungstypische molekulare Marker sein. 

Weiterhin konnen diese Fusionsregionen zu Fusionsgenen 
fuhren, die Fusions -Boten-Ribonukleinsauren (Fusions - 
mRNA) und Fusionsproteine hervorbringen. Beispielgebend 
soil die Chronisch-Myeloische Leukame (CML) genannt 

20 werden. Bei der CML tritt ein Chromosomenrearrangement 

t(9;22) (q34;qll) auf, das sog. Philadelphia-Chromosom, 
das zum BCR/ABL-Genprodukt f uhrt . Das heiSt, in den 
Zellen mit dieser Chromosomenveranderung liegt ein Gen 
vor, das in keiner anderen Korperzelle vorkommt. Dieses 

25 Gen wird in Boten-Ribonukleinsaure (mRNA) umgeschrieben 

und fuhrt zur Synthese des BCR/ABL- Proteins . Die 
BCR/ABL-mRNA und das BCR/ABL- Protein kommen nur in den 
Tumorzellen vor. Als Bindungsdomane fur die 
magnetischen Nanoteilchen kommt die BCR/ABL-mRNA in 

30 Betracht. Die Z-Gruppierung der erf indungsgemaSen 

magnetischen Nanoteilchen soil mittels Nukleinsaure- 
Nukleinsaure-Wechselwirkung mit der komplementaren 
Sequenz auf der mRNA interagieren, wobei die BCR/ABL- 
Fusionstelle in dieser Sequenz enthalten sein muS. Die 

35 individualspezif ische Sequenz urn die Fusionsstelle ist 

vorher durch Labormethoden bestimmt worden . Die 
Interaktion soil im Zytoplasma der Tumorzellen 
stattfinden. Nach dem Andocken der magnetischen 
Nanoteilchen uber die Z-Gruppierung an die 
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komplementare Sequenz auf der BCR/ABL-niRNA ist die 
Tumorzelle markiert. 


We iter e beispielhaf te 

nachfolgend genannt : 

Hamatologische Erkrankung 
Akute Lymphatische Leukamie (ALL) 


Akute Myeloische Leukamie (AML) 
Non-Hodgkin Lymphome 

Ewing Sarkom 


Krebserkrankungen s ind 


Chromsomenrearrangement 
( Fus ionsgenpr odukt ) 

t(9;22) (q34;qll) (BCR/ABL) 
t(l;19) (q23;pl3) (E2A/PBX) 
t<8;14) (q24;q32) 
t (2; 8) (pll ;q24) 

t (8;22) (q24;qll) (MYC, IGH, 

IGK, IGL) 
t(4;ll) (q21;q23) (MLL/AF2) 
t(l;14) (p32;qll)del (lp32) 

(TALI , TCRA) 
t (8;21) (q22;q22) (AML/ETO) 
t (15;17) (q21;qll) (PML/RAKA) 
invl6 ( P 13q22) t(16;16) (pl3;q22) 

(MYHll/CBFb) 
t(6;9) (p23;q34) (DEK/CAN) 
t(14;18) (q32;q21) (BCL2/IGH) 
t (8;14) (q24;q32) 
t (2;8) (pll;q24) 
t (8;22) (q24;qll) 

(MYC, IGH, IGK, IGL) 
t(ll;14) (q!3;q32) (BCLl/lGH) 
t (3;14) (q27;q32) (BCL6/IGH) 
t(ll;22) (q24;q22) (FLIl/EWS) 


Fur diese Erkrankungen, die wiederum nur eine Auswahl 
der denkbaren zu therapierenden Krankheiten darstellen, 
kommt sinngemaS o.g. Vorgehen zur Anwendung . Es 
existiert jeweils eine krankheitstypische Basenseguenz, 
die durch die folgenden Chromosomenlokalisationen 
eindeutig beschrieben ist. Entsprechend soil aucli bei 
diesen Erkrankungen die Z-Gruppierung der magnetischen 
Nanoteilchen mitt els Nukleinsaure-Nukleinsaure- 

Wechselwirkung mit der komplementaren Sequenz 
(Bindungsdomane) auf der mRNA interagieren. Die Menge 
aller exakten Easensequenzen fur wiederum alle 
denkbaren Erkrankungen ist unendlich groS, allein fur 
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5 die CML sind derzeit mehr als 10 Bmchregionen 

beschrieben, hierzu werden standig neue beschrieben. 

Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf . Zunachst 
hat sich gezeigt, daS die erfindungsgemafien 

10 magnetischen Nanoteilchen in entsprechenden Zellkultuar- 

Untersuchungen eine hohe Biovertraglichkeit aufweisen. 
Hierdurch ist eine gefahrlose Applikation moglicti, 
wobei ebenso eine rein extrakorporale Verwendung der 
Partikel im Rahmen der erf indungsgemaSen Anwendungen 

15 denkbar ist. Im Unterschied zu den existierenden 

Separationsverfahren mittels Durchf lusszy tome trie 
(FACS) sowie Magnetseparation (MACS) bieten die 
erf indungsgemaSen magnetischen Nanoteilchen ent- 
scheidende Vorteile. Mit ihnen ist es moglich, in das 

20 Innere der Zellen, das sogenannte Zytoplasma, 

vorzudringen und hier spezifisch eine Bindung von 
Biomakromolekulen mit entsprechenden Strukturen wie 
Bindung sdomanen von Nukleinsauren herbeizuf uhren. Auch 
nach entsprechender Translation entstehende Proteine 

25 sind als zielbiomakromolekiile fur die spezifische 

Bindung an die Gruppierung Z der allgemeinen Formel (I) 
ins Auge gefasst. Nach heutigem Kenntnisstand weisen 
alle bosartigen Erkrankungen ein verandertes Genom in 
der Zelle als Grundlage auf. Bei einer Reihe von 

30 Krankheiten ist diese molekulare Grundlage bereits 

definiert. Die Fusion von existierenden Genen zu 
sogenannten Fusionsgenen fuhrt zu einer 

individualspezifischen Veranderung der Basensequenz, 
die sowohl Spezifitat im Hinblick auf die zugrunde 

35 liegende Erkrankung als auch auf den jeweiligen 

Patienten besitzt. Im Rahmen dieses Vorgehens wird 
erfindungsgemaE zunachst mittels molekularer Diagnostik 
die veranderte genomische Struktur (Bindungsdomane) als 
spezifischen Bindungspartner der Gruppierung Z in (I) 
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definiert. Im Gefolge hiervon wird die Gruppierung Z 
als spezifischer Bindungspartner der Bindungsdomane 
synthetisiert und anschlieSend klinisch eingesetzt. 
Weiterhin ist auszufuhren, dass auch gesunde Zellen 
definierte Basensequenzen besitzen, die als 

Bindungsdomane von Interesse sind. Als Beispiel hierzu 
mogen embryonale Zellen dienen, die in jedem gesunden 
Organismus vorhanden sind und als Prototyp einer 
Zelltyp-spezif ischen Genexpression eine gegeniiber 
adulten Zellen geanderte Basensequenz besitzen. Diese 
Zellen konnen - ebenso wie maligne Zellen - als 
Zielobjekte fur eine Magnet -Separation intrazellularer 
Biomakromolekule dienen, indem eine spezifische Bindung 
der Gruppierung Z an intrazellulare Nukleinsauren 
herbeigefuhrt wird- Somit wird klar, dass die 
Separation maligner Zellen nur ein Beispiel von vielen 
sein durfte. Neben der Separation aus Blut kommt 
selbstverstandlich auch der Einsatz aller anderen 
Korperf lussigkeiten wie Liquor, Lymphe, Urin, Speichel, 
Sperma sowie dissoziierter Gewebe in Betracht. 

Die erf indungsgemafie Verwendung der magnetischen 
Nanoteilchen soli am Beispiel der chronisch-myeloischen 
Leukamie nochmals ausf uhrlicher dargelegt werden. 
Seit langem ist bekannt, dass der chronisch-myeloischen 
Leukamie eine spezifische Translokation zwischen 
Chromosom 9 und 22 zugrunde liegt, welche als 
Oberbegriff als Philadelphia- Chromosom bezeichnet 
werden. Molekulare Analysen der letzten Jahre haben 
jedoch ergeben, dass selbst bei einer Krankheit eine 
Vielzahl von moglichen Bruchpunkten - sprich 
verschiedenen Fusionsgenen - existiert, die beim 
jeweiligen Patienten individuell definiert werden 
mussen. Es ist somit nicht moglich, eine 
Universalstrategie fur jeden Patienten mit chronisch- 
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myeloischer Leukamie anzubieten, vielmehr muss im ofeen 
beschriebenen Sinne zunachst die exakte Lokalisation 
des Bruchpunktes (Bindungsdomane) definiert werden. Die 
Bruchpunkte sind vorteilhaf terweise nach entsprechender 
Charakterisierung spezifisch mit den erf indungsgemaSen 
magnet ischen Nanoteilchen anzugehen. Es konnen dann 
gezielt Zellen des malignen Klons zunachst markiert und 
spater in gewunschter Weise separiert werden. Dieses 
Vorgehen ist prinzipiell fur samtliche anderen 
Erkrankungen moglich. Auch solide Tumoren wie das 
Mammakarzinom oder das Dickdarmkarzinom werden 
zunehmend in ihren molekularen Grundlagen verstanden. 
Hierbei konnen hereditare Formen von Brust- und 
Darmkrebs gegenuber sporadischen Formen, die nach wie 
vor die weit uberwiegende Mehrzahl der Krankheitsf alle 
ausmachen, abgegrenzt werden. Anhand der Expression 
bestimmter Genmuster konnen hier die malignen Zellen 
wiederum markiert werden und in gewunschter Form 
isoliert werden. Hierbei ist prinzipiell sowohl die 
Extraktion aus Flussigkeiten wie auch aus Gewebe 
denkbar. An dieser Stelle muss nochmal betont werden, 
dass ein solch spezifisches Vorgehen bisher mit keinera 
anderen magnetischen Nanoteilchen realisierbar ist und 
eine vollig neuartige Anwendung der Bindung von 
Magnetpartikeln an Biomakromolekule darstellt . 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Ausfiihrungs- 
beispiele naher erlautert. 

Ausfiihrungsbeispiele: 

Bp i s piel 1 " 

0,5 Mol FeCl 2 x 4 H 2 0 und 1 Mol FeCl 3 x 6 H 2 0 werden in 
100 ml Wasser vollstandig gelost und unter Ruhren mit 
konzentriertem Ammoniumhydroxid versetzt bis ein pH- 
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Wert von 9 erreicht wird. Die schwarzen Teilchen in der 
Dispersion werden magnetisch abgetrennt und die 
uberstehende Lcsung abdekantiert. Danach wird die 
Dispersion mit halbkonzentrierter HCl auf pH 1-4 
gebracht, wobei die Teilchen umgeladen werden. Der 
ProzeS wird wiederholt bis die Teilchen beginnen zu 
redispergieren. Danach wird zentrif ugiert (5000-10000 
g) und die uberstehende partikelarme Losung 
abdekantiert. Der Ruckstand wird wieder in HCl (3-10 N) 
aufgenommen und der ganze ProzeS solange wiederholt bis 
eine elektrische Leitf ahigkeit von 2 0-500 ^xS/cm bei 
einem pH-Wert von 4-5 erreicht wird oder aber der 
Ruckstand wird gegen HCl (3-10 N) dialysiert bis 
ebenfalls diese Werte erreicht werden. 

Die Sattigungspolarisation des gebildeten, stabilen 
Magnetit/Maghemit-Sol betragt maximal 6 mT. 

Beispiel 2 

0 # 5 Mol FeCl 2 x 4 H 2 0 und 1 Mol FeCl 3 x 6 H 2 0 werden in 
100 ml Wasser vollstandig gelost und unter Ruhren mit 
konzentriertem Ammoniumhydroxid versetzt bis ein pH- 
Wert von 9 erreicht wird. Die schwarzen Teilchen in der 
Dispersion werden magnetisch abgetrennt und die 
uberstehende Losung abdekantiert. AnschlieEend gibt man 
unter Ruhren einige Milliliter Wasserstof fperoxid 
(3 0%ig) zu, wobei die Teilchen zu Maghemit oxidiert 
werden. Danach werden die Teilchen durch Zugabe von 
halbkonzentrierter HCl wie unter Beispiel 1 beschrieben 
behandelt. 

Die Sattigungspolarisation des gebildeten, stabilen 
Maghemit- Sol betragt maximal 6 mT. 

Beispiel 3 

Zu 100 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen 
Magnetit- und/oder Maghemit -Sols gibt man 6 g CM- 
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5 Dextran (DS 0,4-2) gelost in 20 ml Wasser und erwarmt 

die Mischung unter Ruhren auf 40-80°C, vorrangig auf 
50-60°C, fur 30 min. Das dabei gebildete stabile Sol, 
bestehend aus mit CM-Dextran beschichteten 
Magnetit/Maghemit-Teilchen, wird anschliefcend durch 

10 Dialyse gegen Wasser gereinigt. 

BPis piel 4 

Zu einer Losung aus 0,6 g CM-Dextran (DS 0,4-2) in 25 
ml Wasser werden unter Ruhren bei 70°C 13,1 ml einer 1 

15 M Fe(IH) -chlorid-Losung, in der 2,04 g FeCL 2 x 4 H a O 

gelost sind, langsam zugetropft. Danach wird das 
Reaktionsgemisch durch Zugabe von verdunnter NaOH (2N) 
auf pH 9-10 gebracht, anschliefcend mit verdunnter HC1 
(2N) neutralisiert und fur 2 h bei 70°C geruhrt, wobei 

20 der pH-Wert der Losung durch weitere Zugabe von 

verdunnter NaOH oder HC1 auf einem Wert von etwa 6,5- 
7,5 gehalten wird. Nach Abkuhlen des Reaktionsgeraisches 
wird der unlosliche Anteil durch Zentrif ugatlon 
entfernt und die erhaltene magnetische Flussigkeit 

25 durch Dialyse gegen Wasser gereinigt. 

Die Sattigungspolarisation der CM-Dextran 

beschichteten Nanoteilchen betragt maximal 6 mT. 

rep-i s piel 5 

30 Zu 100 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen 

Magnetit- und/oder Maghemit-Sols gibt man 2 g 
Dimerkaptobernsteinsaure gelost in 2 0 ml Wasser und 
erwarmt die Mischung unter Ruhren auf 7 0 °C fur 30 min. 
Das dabei gebildete stabile Sol, bestehend aus mit 

35 Dimerkaptobernsteinsaure beschichteten Magnetit/Maghe- 

mit-Teilchen, wird anschlieSend durch Dialyse gegen 
Wasser gereinigt. Die Sattigungspolarisation betragt 
1-8 mT, vorrangig 3-6 mT. 
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Beispiel fi 

Zu 100 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen 
Magnetit- und/oder Maghemit-Sols gibt man 6 g bovines 
Albumin gelost in 100 ml Wasser und erwarmt die 
Mischung unter Riihren auf 70°C, fur 30 min. Das dabei 
gebildete stabile Sol, bestehend aus mit Albumin 
beschichteten Magnetit/Maghemit-Teilchen, wird 

anschlieSend durch Dialyse gegen Wasser gereinigt. 

Beispiel 7 

100 ml der nach Beispiel l oder 2 hergestell ten 
Dispersion werden in einer alkalischen Losung, die 7g 
N-Oleoylsarkosin (Korantin SH von BASF) entha.lt, 
vermischt und 30 Minuten bei 50-80°C, vorrangig bei 
65°C, geruhrt. Die Teilchen agglomerieren nach dem 
Vermischen, stabilisieren sich aber wieder, wenn der 
pH-Wert im Alkalischen, vorrangig zwischen 8 und 9, 
gehalten wird. Die Teilchen fallen im Sauren aus, 
redispergieren aber wieder im Alkalischen. 

Beispiel 8 

Zu 1 mg Bernsteinsaure gelost in 10 ml Wasser gibt man 
unter Ruhren die aquimolare Menge eines wasserloslichen 
Carbodiimids (N-Ethyl-N' - (3-dimethylaminopropyl) carbo- 
diimid-hydrochlorid) und laSt fur 3 0 min bei 5-1 o°C 
ruhren. AnschlieEend werden 10 \ig eines amino- 
funktionalisierten Oligonukleotids (5.' -H N- 

ACTGGCCGCTGAAGGGCTTCTGCGTCTCCA-OH- 3 1 ) gelost in 50 Vl 
Phosphat- Puffer (pH 7,0) zugegeben und das Gemisch fur 
24 h bei 5-l0°C gehalten. Zur Abtrennung der 
Nebenprodukte und nicht umgesetzter Ausgangstof f e wird 
gegen Wasser dialysiert und das Reaktionsprodukt 
lyophilisiert . 
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5 BP-igpiel 9 

Zu 10 ug des nach Beispiel 8 funktionalisierten 
Oligonukleotids, gelost in 100 ul Phosphat-Puf f er (pH 
7,0) , gibt man unter Ruhren 20 ug eines wasserloslichen 
Carbodiimids (N-Ethyl-N 1 - (3-dimethylaminopropyl) carbo- 

10 diimid-hydrochlorid) und halt fur 30 min bei 5-10°C. 

Diese Losung wird anschlieSend zu 20O mg Albumin, 
gelost in 2 0 ml Phosphat-Puf fer, gegeben und das 
Gemisch fur 24 h bei 5-10°C gehalten. Zur Abtrenrmng 
der Nebenprodukte und nicht umgesetzter Ausgangstof f e 

15 wird gegen Wasser dialysiert und das erhaltene 

Reaktionsprodukt lyophilisiert . 

Beisoiel 10 

1 ml des unter Beispiel 1 und 2 beschriebenen 
20 Magnet it- und/oder Maghemit-Sols wird mit Wasser im 

Vernal tnis 1:10 verdunnt und durch Zugabe von 
verdunnter NaOH auf pH 7 eingestellt. AnschlieSend 
gibt man 60 mg des nach 9 funktionalisierten 
Albumins, gelost in 10 ml Phosphat-Puf fer (pH 7,0), 
zu und erwarmt unter Ruhren fur etwa 3 0 min auf 4 0 °C. 
Die dabei erhaltene magnetische Flussigkeit wird 
anschlieSend zentrif ugiert und die Losung durch 
Dialyse gegen Wasser gereinigt. 

30 s piel 11 

Zu 10 ug des nach Beispiel 8 funktionalisierten 
Oligonukleotids, gelost in 100 ul Phosphat-Puf fer (pH 
7,0), gibt man unter Ruhren 20 ug eines wasserloslichen 
Carbodiimids (N-Ethyl-N*- (3-dimethylaminopropyl) carbo- 

35 diimid-hydrochlorid) und halt fur 30 min bei 5-10°C. 

Diese Losung wird anschlieSend zu 10 ml der nach 
Beispiel 6 hergestellten und im Vernal tnis 1:10 mit 
Wasser verdunnten magnetischen Flussigkeit gegeben, fur 


25 
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24 h bei 5-10°C gehalten und danach durch Dialyse gegen 
Wasser gereinigt. 

Beispiel 12 

1 ml der nach Beispiel 3 bzw. 4 hergestellten 
magnet is chen Flussigkeit wird mit Wasser im Verhaltnis 
1:10 verdunnt, mit 20 mg eines wasserloslichen 
Carbodiimids (N- Ethyl -N x - (3 -dimethylaminopropyl ) carbo- 
diimid-hydrochlorid) versetzt und fur etwa 3 0 min bei 
5-10 °C geruhrt. Danach werden 10 mg eines Peptids (H- 
Ala- Ala- Ala- Ala -OH) zugegeben und das Gemisch fur 24 h 
bei 5-10°C gehalten. Zur Abtrennung der Nebenprodukte 
und nicht umgesetzter Ausgangstof f e wird gegen Wasser 
dialysiert . 

Beispiel 13 

Zu 10 ml der nach Beispiel 12 beschriebenen Losung gibt 
man 20 mg eines wasserloslichen Carbodiimids (N-Ethyl- 
N* - (3 -dimethylaminopropyl) carbodiimid-hydrochlorid) , 
laBt fur 3 0 min bei 5-10°C ruhren und versetzt mit 
10 ng eines aminof unktionalisierten Oligonukleotids 
(siehe Beispiel 7) gelost in 50 jil Phosphat-Puf f er (pH 
7 # 0). Das Gemisch wird dann fur 24 h bei 5-10°C 
gehalten und anschlieSend gegen Wasser dialysiert. 
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Patexxtansprfiche 

1. ' Magnet ische Nanoteilchen mit biochemisctier 
Wirksamkeit, bestehend aus einem magnet isctxen 
Kernteilchen und einer am Kernteilchen fixierten 
Hullschicht , 

dadurch gekennzeichnet, da£ die magnetisctaen 
Nanoteilchen eine Verbindung der allgemeinen 
Formel 

M — S - L - Z (I) 


enthalten, 
wobei 

die Verknupfungsstellen zwischen S und L und L und 
Z .kovalent gebundene funktionelle Gruppen 
aufweisen 
und wobei 

M das magnetische Kernteilchen, 
25 s ein an M fixiertes, biokompatibles Substrat, 

L eine Linker-Gruppierung ist und 

Z eine Gruppierung, bestehend aus Nuklein- 
sauren, Peptiden und/oder Proteinen Oder 
deren Derivate, die mindestens eine Struktur 
aufweist, die spezifisch mit einer 
Bindungsdomane eines intrazellularen 

Biomakromolekuls zur Bindung befahigt ist, 

ist . 


Magnetische Nanoteilchen nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

die Kernteilchen aus Magnetit, Maghemit, Ferriten 
der allgemeinen Formel MeO x Fe 2 O a , wobei Me ein 
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15 


zweiwertiges Metall, wie Cobalt, Mangan Oder Eisen 
ist, oder aus Cobalt, Eisen, Nickel, Eisencarfc>id 
oder Eisennitrid bestehen. 


3. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 
1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daS 

die Gr6£e der Keriiteilchen 2-100 run betragt . 


4. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 
1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet , daS 

das biokompatible Substrat S eine Verbindung wie 
20 Poly- bzw. Oligosaccharide oder deren Derivate wie 

Dextran, Carboxymethyl-Dextran, Starke, Dialdehiyd- 
Starke, Chitin, Alginate, Zellulose, 

Carboxymethyl-Zellulose, 

Proteine oder deren Derivate wie Albumine, 
25 Peptide, synthetische Polymere wie Polyethylen- 

glykole, Polyvinylpyrrolidon, Polyethylenimin, 
Polymethacrylate, bif unktionelle Carbonsauren und 
deren Derivate wie die Merkaptobernsteinsaure oder 
Hydroxycarbonsauren ist. 


30 


5. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspr-Qche 
1 bis 4, f . 
dadurch gekennzeichnet, daS 
35 die Linker- Gruppierung L durch Umsetzung einer 

Verbindung wie Poly- und Dicarbonsauren, 
Polyhydroxycarbonsauren, Diamine, Aminosauren, 
Peptide, Proteine, Lipide, Lipoproteine, 

Glykoproteine, Lektine, Oligosaccharide, Poly- 
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5 saccharide, Oligonukleotide und deren alkylierte 

Derivate und Nukleinsauren (DNA, RNA, PNA) und 
deren alkyl'ierte Derivate, entweder einzelstrangig 
oder doppelstrangig vorliegend, die mindestens 
zwei gleiche oder unterschiedliche funktionelle 
10 Gruppen enthalt, entstanden ist. 


6. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 
1 bis 5, 

15 dadurch gekennzeichnet, dafi 

die funktionellen Gruppen Gruppierungen wie -CHO, 

-COOH, -NH 2 , -SH, -NCS, -NCO, -OH, -COOR 

wobei 

R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Reste sind und 


20 


v CO -h 

-< ) 

CO^ 


25 sind. 


7. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 
1 bis 6, 

30 dadurch gekennzeichnet, daS 

S und M kovalent miteinander verbunden sind. 


8. Magnetische Nanoteilchen nach einem der Anspruche 
35 1 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

zwischen M und S eine elektrostatische Bindung 
ausgebildet ist. 


40 
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9. Dispersion, bestehend aus magnetischen Nano- 
teilchen . gemaS Anspruch 1 und einer 
Tragerflussigkeit . 


10. Dispersion nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

die Tragerflussigkeit polare und/oder nichtpolare 
Losungsmittel enthalt. 


11. Dispersion nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

die Tragerflussigkeit Wasser und/oder ein mit 
Wasser mischbares Losungsmittel enthalt. 


12. Dispersion nach einem der Anspruche 9 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daS 
physiologische Zusatze enthalten sind. 


13. Biochemisch wirksame Verbindung der allgemeinen 
Forme 1 

S - L - Z (II) , 

wobei 

die Verknupfungsstellen zwischen S und L und L und 
Z kovalent verbundene funktionelle Gruppen 
aufweisen 
und wobei 

S ein an M fixiertes, biokompatibles Substrat, 
L eine biokompatible Linker- Gruppierung und 
Z eine Gruppierung, bestehend aus Nuklein- 
sauren, Peptiden und/oder Proteinen oder 
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deren Derivate, die mindestens eine Struktur 
aufweist, die spezifisch mit einer Bindungs- 
domane eines intrazellularen Biomakromolekuls 
zur Bindung befahigt ist, 

ist . 


14 . Biochemisch wirksame Verbindung nach Anspruch 13 , 
dadurch gekennzeichnet, daS 

das biokompatible Substrat S eine Verbindung wie 
Poly- bzw. Oligosaccharide oder deren Derivate wie 
Dextran, Carboxymethyl-Dextran, Starke, Dialdehyd- 
Starke, Chit in, Alginate, Zellulose, 

Carboxyme thyl - Zellulose , 

Proteine oder deren Derivate wie Albumine, 
Peptide, synthetische Polymere wie Polyethylen- 
glykole, Polyvinylpyrrolidon, Polyethylenimin, 
Polymethacrylate, bif unktionelle Carbonsauren und 
deren Derivate wie die Merkaptobernsteinsaure oder 
Hydroxycarbonsauren ist. 


15. Biochemisch wirksame Verbindung nach Ansprucb 13 
oder 14, 

dadurch gekennzeichnet, daS 

die Linker-Gruppierung L durch Umsetzung einer 
Verbindung wie Dicarbonsauren, Diamine, 

Aminosauren, Peptide. Proteine, Lipide, Lipo- 
proteine, Glykoproteine, Lektine, Oligosaccharide, 
Polysaccharide, Oligonukleotide und deren 

alkylierte Derivate und Nukleinsauren (DNA, RNA, 
PNA) und deren alkylierte Derivate, entweder 
einzelstrangig oder doppelstrangig vorliegend, die 
mindestens zwei gleiche oder unterschiedl iche 
f unktionelle Gruppen enthalt, entstanden ist. 
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16. Biochemisch wirksame Verbindung nach einem der 
Anspruche 13 bis 15 , 
dadurch gekennzeichnet , dalS 

die funktionellen Gruppen Gruppierungen wie -CHO, 
-COOH, -NH 2 , -SH, -NCS, -NCO, -OH, -COOR und 
wobei 

R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Reste sind und 



sind. 


17. Verfahren zur Herstellung von magnetischen 
Nanoteilchen gemaS Anspruch 1, 

gekennzeichnet durch die folgenden Verfahrens- 
schritte 

a. Herstellung der magnetischen Kernteilchen auf 
an sich bekannte Weise, 

b. Umsetzen der magnetischen Kernteilchen mit 
der Verbindung S - L - Z (II) zur Verbindung 
M - S - L - Z (I) . 


18. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der 
allgemeinen Formel (I) gemaS Anspruch 1, 
gekennzeichnet durch die folgenden Verfahrens- 
schritte 

a. Herstellung der magnetischen Kernteilchen auf 
an sich bekannte Weise, 

b. Umsetzen der magnetischen Kernteilchen mit 
dem biokompatiblen Substrat S und 
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c. Umsetzen der entstandenen Verbindung M - S 

mit einer Verbindung L - Z, 
wobei 

zur Herstellung von L - Z eine Verbindung w±e 
Poly- und Dicarbonsauren, Polyhydroxy- 
carbonsauren, Diamine, Amino saur en f Peptide, 
Proteine, Lipide, Lipoproteins, 

Glykoproteine, Lektine, Oligosaccharide, 
Polysaccharide, Oligonukleotide und deren 
alkylierte Derivate und Nukleinsauren (DNA, 
RNA, PNA) und deren alkylierte Derivate, 
entweder einzelstrangig oder doppelstrangxg 
vorliegend, die mindestens zwei gleiche oder 
unterschiedliche funktionelle Gruppen 

enthalt, 

mit Nukleinsauren, Peptiden und/oder 

Proteinen bzw. deren Derivate, die mindestens 
eine funktionelle Gruppe aufweisen und 
. die mindestens eine Struktur enthalten, d±e 
spezifisch mit einer Bindungsdomane eines 
intrazellularen Biomakromolekuls zur Bindung 
befahigt ist, 
umgesetzt werden. 


19. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der 
allgemeinen Formel (I) gemafi Anspruch 1, 
gekennzeichnet durch die folgenden Verfahrens- 
schritte 

a. Herstellung der magnetischen Kernteilchen aiaf 
an sich bekannte Weise, 

b. Umsetzen der magnetischen Kernteilchen mit 
dem biokompatiblen Substrat S, 

c. Umsetzen der entstandenen Verbindung M - S 
mit Verbindungen wie Poly- und Dicarbon- 
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sauren, Polyhydroxycarbonsauren, Diamine, 
Minosauren , Peptide , Proteine , Lipide , 
Lipoproteins, Glykoproteine, Lektine, 

Oligosaccharide, Polysaccharide, 
Oligonukleotide und deren alkylierte Derivate 
und Nukleinsiiuren (DNA, RNA, PNA) und deren 
alkylierte Derivate, entweder einzelstrangig 
Oder doppelstrangig vorliegend, die 

mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche 
funktionelle Gruppen enthalt, und 
Umsetzen der entstandenen Verbindung 
M - S - L mit Nukleinsauren, Peptiden 
und/ oder Proteinen bzw. deren Derivate, die 
mindestens eine funktionelle Gmppe aufweisen 
und 

die mindestens eine Struktur enthalten, die 
spezifisch mit einer Bindungsdomane eines 
intrazellularen Biomakromolekuls zur Bindung 
befahigt ist. 


20. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet , daJB 

die Verbindungen S, L und Z uber funktionelle 
Gruppen wie -CHO, -COOH, -NH 2 , -SH, -NCS, -NCO, - 
OH, -COOR und 
wobei 

R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Reste sind und 


verkniipft we r den. 
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21. Verfahren zur Herstellung der biochemisch 
wirksamen Verbindung gemaS Anspruch 13 , 
10 gekennzeichnet durch die folgenden Verfahrens- 

schritte 

a. Herstellung der Verbindung L - Z, 

b. Umsetzen von L - Z mit dem biokompatiblen 
Substrat S 

15 wobei 

zur Herstellung von L - Z eine Verbindung wie 
Poly- und Dicarbonsauren, Po ly hydroxy - 
carbonsauren, Diamine, Aminosauren, Peptide, 
Proteine, Lipide, Lipoproteins, Glyko- 

20 proteine, Lektine, Oligosaccharide, Poly- 

saccharide, Oligonukleotide und deren 
alkylierte Derivate und Nukleinsauren (DNA, 
RNA, PNA) und deren alkylierte Derivate, 
entweder einzelstrangig oder doppelstrangig 

25 vorliegend, die mindestens zwei gleiche oder 

unterschiedliche funktionelle ' Gruppen 

enthalt, 

mit Nukleinsauren, Peptiden und/oder 

Proteinen bzw. deren Derivate, die mindestens 
30 eine funktionelle Gruppe aufweisen und 

die mindestens eine Struktur enthalten, die 
spezifisch mit einer Bindungsdomane eines 
intrazellularen Biomakromolekuls zur Bindung 

befahigt ist, 
35 umgesetzt werden. 
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Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet , daS 


die Verbindungen S, L und 2 uber funktionelle 
-Gruppen wie -CHO, -COOH, -NH 2 , -SH, -NCS, -NCO, - 
OH, -COOR und 
wobei 

R Alkyl-, Acyl- oder Aryl-Reste sind und 


verknupft we r den . 

23. Verwendung der magnetischen Nanoteilchen gemaB 
Anspruch 1 zur Separation von Zellen. 


24. Verwendung der magnetischen Nanoteilchen gemaS 
Anspruch 1 zur Separation von malignen Zellen. 

25. Verwendung der magnetischen Nanoteilchen gemafi 
Anspruch 1 zur Separation von intrazellularen 
B i omakr omol ekul en . 



CO 


(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) V EROFFENTLl CHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 


(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
22. Marz 2001 (22.03.2001) 



PCT 


(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 01/19405 A3 


(51) Internationale Patentklassifikation 7 : A61K 47/48 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPOO/09004 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

14. September 2000 (14.09.2000) 


(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 


Deutsch 
Deutsch 


(30) Angaben zur Prioritat: 

199 44 971.6 14. September 1999 (14.09.1999) DE 

(71) Anmclder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ansnahme von 
US): BIOMEDICAL APHERESE SYSTEME GMBH 
[DE/DE]; Winzerlaer Strasse 2A, 07745 Jena (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): BAHR, Michael, 

K- [DE/DE]; Am Schiesshaus 22, 99425 Weimar (DE). 
BERKOV, Dimitri [DE/DE]: Karl-Li ebknecht- Strasse 
68, 07747 Jena (DE). BUSKE, Norbert [DE/DE]; Es- 
chenbachstrasse 4, 12437 Berlin (DE). CLEMENT, 
Joachim [DE/DE]; Biberweg 24, 07749 Jena (DE). 
GORNERT, Peter [DE/DE]; Judith-Auer-Strasse 11, 
07747 Jena (DE). HOFFKEN, Klaus [DE/DE]; Am Horn 


39, 99425 Weimar (DE). KL1CHE, Kay-Oliver [DE/DE]; 
Dorfstrasse 30, 07751 Zollnitz (DE). KOBER, Thomas 
[DE/DE]; Sigmaringer Strasse 30, 10713 Berlin (DE). 
SCHNABELRAUCH, Matthias [DE/DE]; Ibrahim- 
strasse J, 07745 Jena (DE). VOGT, Sebastian [DE/DE]; 
Ziegenhainer Strasse 67, 07749 Jena (DE). WAGNER, 
Kerstin [DE/DE]; Wanderslebstrasse 7, 07745 Jena (DE). 
GANSAU, Christian [DE/DE]; Spandauer Landstrasse 
96, 16761 Nieder-Neuendorf (DE). 

(74) Anwalte: GULDE, Klaus, W. usw.; Guide Hengelhaupt 
Ziebig, Schiitzenstrasse 15-17, 10117 Berlin (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG. AL, AM, AT, 
AU, AZ. BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 
CZ. DE. DK. DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM. 
HR. HU, ID, IL, IN. IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR. LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ. NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM. TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA. ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE. LS. MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML. MR, NE, 
SN, TD, TG). 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 


= (54) Title: MAGNETIC NAN OPART1 CLES HAVING BIOCHEMICAL ACTIVITY. METHOD FOR THE PRODUCTION 
== THEREOF AND THEIR USE 

S (54) Bezeichnung: MAGNETISCHE NANOTEILCHEN MIT BIOCHEM1SCHER W1RKS AMKEIT UND VERFAHREN ZU IH- 
= RER HERSTELLUNG SOWIE IHRE VERWENDUNG 

H (Sl\ Abstract: The invention relates to magnetic nanoparticles, to the production thereof and to their use. The aim of the invenuon 
— s to prepare nanoparticles which, also in the intracellular area of cells, can specifically bond to intracellular biomacromolecu es 
= so that a separation is made possible by the action of an external magnetic field. This is achieved by using magnetic nanoparuc es 
= which have a biochemical activity and which are comprised of a magnetic nuclear panicle and of a shell layer that is fixed to the 
nuclear panicle. The nanopanicles contain a compound of general formula M - S - L - Z (I), whereby the binding sites between S and 
L and L and Z have covalently bound functional groups. M represents the magnetic nuclear panicle, S represents a biocompatible 
substrate fixed to M, L represents a linker grouping, and Z represents a grouping, which is comprised of nucleic acids, peptides or 
^ proteins or of their derivatives, and which has at least one structure that is specifically capable of binding with a binding domain of 
^ an intracellular biomacromolecule. 


IT) 

OS 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf magnetische Nanoteilchen, ihre Hersiellung sowie auf ihre Verwcndung. 
Aufeabe der Erfindung ist die Bereitstellung von Nanoteilchen, die spezifisch auch im intrazellularen Bere,ch von Zellen Bindungen 
an intrazellulare Biomakromolekule eingehen konnen, so daS durch Einwirkung eines auBeren Magnetfeldes eine Separate mog- 
lich wird Die Losung erfolgt durch magnetische Nanoteilchen mil biochemischer Wirksamkeit, bestehend aus e.nem magnet.schen 
Kernteilchen und einer am Kernteilchen fixienen Hullschicht, enthaltend eine Verbindung der allgemeinen Fonnel M - S - L-ZQ), 
wobei die Verknupfungsstellen zwischen S und L und L und Z kovalcnt gebundene funktionelle Gruppen aufwe.sen und wobei M 
das magnetische Kernteilchen, S ein an M fixienes, biokompatibles Substrat, L eine Linker-Gruppierung ist und Z erne Gruppterung, 
bestehend aus Nukleinsauren, Peptiden oder Proteinen oder deren Derivate, die mindestens eine Strukrur aufweist, die spezifisch mil 
einer Bindungsdomane eines intrazellularen Biomakromolekuls zur Bindung befahigt ist, ist. 
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